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Problématique

Le cancer est une maladie mortelle, caractérisée par une prolifération anormale
de cellules dans un tissu ou organe donné, menagant son bon fonctionnement et sa
survie. Tant que le cerveau est I'organe de réponse aux besoins de I'organisme, toute
altération qui le touche, peu lui provoqué des effets néfastes notamment la tumeur
cérébrale qui engendre une forte mortalité et morbidité des patients.

Tant que les marqueurs tumoraux ont longtemps été des molécules que les
premiers utilisateurs voyaient comme un moyen de diagnostic et de pronostic des
cancers ; une prise du sang et des urines peut servir a des dosages protéiques pour
pouvoir comparer les profils de ces deux fluides biologiques. Les marqueurs tumoraux
utilisés pour la détection et le suivie des tumeurs cérébrales restent peu nombreux,
posant ainsi la nécessité d’identifier de nouveaux marqueurs. L'intérét de cette étude
est d’explorer de nouvelles pistes pouvant mener a lidentification de profils
protéiques pouvant étre utilisé comme marqueurs et permette le suivie de I'éfficacité

thérapeutique du traitement pour faciliter le diagnostic et améliorer leur mode de vie.







Introduction

|- Lesystéme nerveux

Le systeme nerveux (SN) est le centre de la régulation et de la communication de
I’ organisme (Marieb, 2008).11 comprend deux grandes divisions : le systéme nerveux centrale
(SNC) et le systeme nerveux périphérique (SNP) (Solomon et Davis, 1981).
Le SNC est formé de I’ encéphale et de lamoelle épiniére (Marieb, 2008).
»  L’encéphale: est la partie du SNC incluse dans la boite crénienne, il est composé du
cerveal, cervelet et tronc cérébrale (Marieb, 2008).
> Lamoelle épiniere: est située dans le cana rachidien. Elle est subdivisée en quatre

régions : cervicale, thoracique, lombaire et sacrée (Richard et Orsal, 2001).

Figurel1: lastructure du systeme nerveux centrale

Le SNP représente I’ ensemble de nerfs craniens, nerfs spinaux et ganglions (Vallat et Magy,
2005).

[-1- Organisation structurale du cerveau :

Le cerveau humain est une masse de tissu plissé et mou d’ environ 1,4 kg (Solomon et
Davis, 1981). Compose d' environ 80% deau lui conférant ainsi un aspect gélatineux
(Schnider, 2008).Sur le plan anatomique le cerveau se divise en deux structures différentes;
le télencéphale et |e diencéphale.
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[-1-1- Téencéphale:

C'est laplus grosse et la plus remarquable partie du cerveau humain. Elle contient plus
de 15 milliards de neurones et 50 milliards de cellules gliales, elle contrdle les activités
motrices et interpréte les sensations (Solomon et Davis, 1981). Une fine couche de substance
grise recouvre la totaité de la surface du télencéphale et contient 70% de I’ensemble de
neurones du cerveau (Menche, 2006), correspond au cortex cérébral,

L es scissures existantes au niveau du cerveau permettent de le divisé soit en hémisphere
droit et gauche ou bien en quatre grands lobes : lobe frontal, lobe pariétal, lobe occipital et le

lobe temporal :

Figure 2 : les différents |obes du télencéphale (Adapté de I’ NC, 2010)

Chague hémisphére est partagé en quatre zones appel ées |obes, dans lesquels ces
différentes fonctions sont gérées : lelobe frontal, le lobe pariétal, le lobe temporal et le lobe
occipital

a. Lelobefrontal
Il est situé dans la partie antérieure (avant) des hémispheres céréoraux. Il abrite les
centres chargés du contréle musculaire, de la pensée, de la mémoire, du raisonnement et des
associations. Selon certains chercheurs il serait également le siege de la personnalité (Jurg
Hablitzel, 2009)
b. Lelobe pariétal
Il est situé dans la partie moyenne du cerveau. Il recoit les informations relatives au
toucher et al’ orientation spatiale (Jirg Hablltzel, 2009)
c. Lelobeoccipital
Il est situé a I'arriére des hémispheres, pres de I'os occipital du crane. Il abrite les

centres responsables de lavision (Jirg Hablltzel, 2009)
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d. Lelobetemporal :
Il est situé sur le cote, pres des tempes. Il abrite certains sens tel que I’ audition, du godt et de
lamémoire (Jirg Hablltzel, 2009).

[-1-2- lediencéphale:

Composé des structures du thalamus, I’ hypothalamus et I’ épithalamus (figure 3) Le
diencéphale se trouve au centre du cerveau et enfoui dans les structures télencéphaliques.
(Marieb, 2008).

> Lethalamus: (du grec : chambre a coucher) :

De forme ovoide,il est composé principalement de la substance grise. Il agit comme un
filtre qui ne peut ére franchi que par des influx ayant un intérét pour I’ensemble de
I” organisme (Menche, 2006)(Marieb, 2008).

> L"hypothalamus: (du grec: hypo=dessous, thalamos=chambre) est |a partie
la plus inférieure de diencéphale, elle représente une liaison entre le systéme nerveux et le
systeme hormonal (Menche, 2006). Représentant ainsi, le centre de la soif, de |’ appétit, de la
libido, de ladouleur et du plaisir (Marieb, 2008).

> L’ épithalams: désigne la partie dorsae du diencéphale, ces principales
éléments produisent le liquide cérébraux spinal (Marieb, 2008).

Figure3 : structure interne du diencéphale (Simon,2009)
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|-2- Organisation tissulaire du cerveau :

Les cellules caractéristiques du cerveau sont les neurones et les gliocytes.

|-2-1 -les neurones:

Le neurone est I’ unité morphologique et fonctionnelle de tissu nerveux, spécialisé dans
la transmission de I’influx nerveux entre les diverses parties du corps. Ils peuvent présenter
des variations structurales, mais ont de nombreux points communs: le corps cellulaire,
I"axone et les dendrites (Marieb, 2008).

Figure 4 : Représentation schématique d’ un neurone (Marieb, 1999).
L’unité sécrétrice est le corps cellulaire qui porte des prolongements courts, les dendrites, représentant

I”unité réceptrice, et un prolongement axonal correspondant a I’ unité conductrice.

|-2-2 -Les gliocytes:(du grec glia: lacolle)

Ensemble de cellules servant a la protection, I’isolement et le soutient des neurones
(Marieb, 2008). Représentent 90% des cellules du cerveau chez I’homme (Richard etOrsal,
2001). On distingue quatre principaux types de cellules glidles dont chacune remplit des

fonctions particulieres:

e esastrocytes:

Ce sont les cellules les plus abondants des gliocytes, ont une forme d’ étoile, ramifié au
tour d’un corps cellulaire. Ils se trouvent dans e cerveau et dans la moelle épiniere (Menche,
2006).

IIs participent a la formation de la barriere hémato-encéphalique (Rouleau, 2009), et
permettent le maintien de I’homéostasie du milieu extracellulaire en transportant des ions et

des neurotransmetteurs en exces al’intérieur de leur cytoplasme (Nadrigny, 2006).
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e L esoligodendrocytes:

Plus petites et moins nombreux que les astrocytes, ils sont pourvus de prolongements
aplatis et forment |les gaines de myéline (Marieb, 2008)(Menche, 2006).

eLesmicroglies:

Ont une forme d’ araignée (Marieb, 2008), elles représentent 10% des cellules gliales
(Bouyssiers, 2009). Ils sont des macrocytes qui éliminent les débris tel que les cellules morte
deI’encéphale (Marieb, 2008).

e Les épendymocytes:

Ce sont les cellules ciliées de type épithélial tapissant les cavités de |’ encéphale et de la
moelle épiniere. Le battement de leurs cils facilite la circulation du liquide cérébrospinal
(LSC) (Marieb, 2008).

Figure5: les cdlules gliales du systeme nerveux central (Marieb, 2008)

La glie centrale correspond aux : astrocytes qui émettent des prolongements en se liant aux
capillaires et aux neurones, les oligodendrocytes en myélinisant les neurones, les épendymocytes en recouvrant

les cavités ventriculaires et les microglies en protégeant les neurones
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[-3-La barriere hématoencéphalique (BHE) :

Contrairement aux autres tissus de I’ organisme, le tissu nerveux de I’ encéphale a besoin
d un milieu interne constant pour bien fonctionner. La maintenance de I’homéostasie de ce
milieu est réalisée gréce a un systéme biologique complexe, |a barriere hématoencéphalique
(BHE).Cette barriere est une structure qui sépare le sang du parenchyme cérébral. Elle est
absente au niveau de I" hypothalamus et les plexus choroides et incompléte chez les nouveau-
nés (Marieb, 2008).

Les cellules endothéliales constituant la premiere couche de la BHE n'ont pas les
mémes propriétés que dans le reste de I’organisme : elles n'ont pas de fenestrations, sont
unies les unes aux autres par des jonctions serrées étanches (Bailey et al., 2006).

La BHE sert a protéger le fonctionnement du cerveau, de la moelle épiniére et des
racines nerveuses intradurales(Lo, 2001).le passage des solutés du sang vers le parenchyme
nerveux n’'est pas absent mais est contrélé : les substances de petite taille liposolubles passent
facilement la barriere ; les nutriments tels que le glucose utilisent des transporteurs
spécifiques et d’ autres substances comme I’ insuline sont soumises a |’ endocytose médiée par
des récepteurs (Ballabhet al., 2004).

La BHE est susceptible de devenir anormalement perméable dans diverses
circonstances : inflammation, irradiation et présence d’ une tumeur cérébrale. La conséguence
de cette perméabilité anormale est a |’ origine de la pénétration de substances habituellement
exclues du cerveau (ISPED, 2006).Cependant des mesures quantitatives de la perméabilité
des capillaires, sur model animal ou sur gliomes humains ont montré que la perméabilité de la
BHE dans les gliomes varie et augmente de 10 a 30 fois par rapport au cerveau sain
(Rousseau ; 2007)
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I1- Généralité sur le Cancer :
I1-1- Définition :

Le cancer est la cause de 14% des décés dans le monde et de 25% dans les pays
Industrialisés (Boyle and Levin, 2008), caractérisée par une prolifération anormale de cellules
dans un tissu normal, cette prolifération est due a une ou plusieurs mutations génétiques
successives faisant acquérir la cellule diverses caractéristiques spécifiques dont la perte de

I"inhibition de contacte et |es mécanismes de régulation du cycle cellulaire(Benzekry, 2011).

Knudson a proposé en 1971 une hypothese sur le développement des tumeurs qui
rendait compte de la fréquence devée des formes bilatérales de rétinoblastome, survenant
dans les premiers mois de vie dans les cas familiaux, et, de la plus grande fréguence des
formes unilatérales avec un diagnostic plus tardif dans les cas sporadiques (Knudson, 1971) ;
Cette théorie suppose | apparition de deux mutations successives touchant les deux alleles
d’ un gene dans une méme cellule (Pedeutour ; 2006). On distinguera deux cas:

Premier : Une personne qui hérite une copie muté (mutation constitutionnelle) doit
subir une seconde mutation (somatique) pour développer un rétinoblastome

Deuxieme: Deux mutations somatiques peuvent également étre a I'origine dun

rétinoblastome chez une personne non prédisposée (Delahaye , 2008)

Figure 6 : lathéorie de Knudson dans le dével oppement des tumeurs (Delahaye , 2008)
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[1-2- la cancérogenese :

La cancérogenése est I’ ensemble des phénomenes menant a la transformation d'un tissu
physiologique sain en tissu cancéreux suite a une succession d'étapes irréversibles qui
peuvent se chevaucher dans le temps pour aboutir a I’apparition de la maladie et a son
évolution éventuelles sous formes de métastases (Badid, 2012).

el initiation :

Une Iésion du génome se transmet de fagon irréversible lors de la division cellulaire et
peut persister dans |’ organisme pendant de nombreuses années al’ état latent (Badid, 2012).La
cellule initiée homéostasie de croissance perturbée noté par une insensibilité a des signaux
inhibiteurs de la croissance, de la différenciation ou de la mort cellulaire programmé
(Florian, 2002).

ela promotion :

La promotion correspond a une prolifération clonale de la cellule transformeée suite a
une exposition prolongée, répétée ou continue a une substance qui entretient et stabilise la
lésion initiale, elle correspond a une cascade d’ étapes permettant a la cette cellule d’ atteindre
le stade d’ une tumeur histologiquement détectable (Emily, 2006).

elaprogression :

A ce stade la cellule a totalement échappée aux mécanismes de régulation gérés par
I’ organisme, €lle correspond a I’ acquisition progressive de caractéristique de plus en plus
malignes (Scotté et al, 2002) et une résistance aux défenses naturelles de I’ organisme. Au
cours de cette phase il y’aura la formation de nouveau vaisseaux destinés a répondre aux
besoins métaboliques de la tumeur (Ravand, 2007).

el’invasion :

L’invasion se traduit par un franchissement de la lame basale et une infiltration des
tissus avoisinants. Ce mécanisme met en jeu une succession d’événements moléculaires et
cellulaires (Desmetz C, 2004).11 s agit de la formation des métastases, selon la théorie de la
graine et du sol introduite par Stephan Paget en 1889 (M&ean et al. 2008), via la circulation
sanguine ou lymphatique suite a la transition épithélio-mésenchymateuse des cellules
tumorales en modifiant les propriétés d’adhésion des cellules en prolifération (Wiebrands,
2010).
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[1-3- Propriétés des cellules cancéreuses:

Les celules tumorales partagent des propriétés communes qui les différencient des
cellules « normales » (Hanahan et Weinbergen, 2011).C

Cependant, (Hanahan et Weinbergen ,2000) ont montré que la maeure partie des
cellules cancéreuses, si ce n'est pas toutes présentent six modifications essentielles; et en
2011, avec I’ensemble de leurs recherches effectuées sur les différentes types de cancers, ils
ont enrichie cette ensemble de caractéristiques par deux autres atérations générales que
doivent acquérir les cellules tumorales et les deux autres particularités sont fortement liés
(Laurent; 2011).La figure 7 ci-dessous représente les dix caractéristiques des cellules
tumorales.

Figure 7 : Les caractéristiques des cellules tumoral es (Adapte de Hanahan et Weinbergen,2011).

Chacune des dix caractéristiques acquises par les cellules tumorales joue un réle important dansle

processus de la cancérogénése



Introduction

Ces principales caractéristiques sont les suivantes:

+ Activation des signaux de croissance: De nombreuses cellules cancéreuses
acquiérent la capacité a synthétiser elless-mémes des facteurs de croissance créant ainsi une
boucle de contrdle positive. La synthése de PDGF et de TGF_ par les gliobastomes et les
sarcomes en sont un exemple. Dans les tumeurs de |’ estomac, des seins ou du cerveay, il aété
décrit une sur-expression de EGFR .Cette sur-expression de récepteurs membranaires peut
également entrainer une transduction du signa indépendamment d une fixation ligand/
récepteur. Cette transduction indépendante peut également étre due a une modification
structurale du récepteur le rendant ainsi constitutivement actif (Laurent ; 2011).

+ Insensibilité des signaux antiprolifératifs: Les inhibiteurs de croissance
permettent de réguler la division cellulaire et ainsi maintenir un nombre constant de cellules
dans les tissus. Une grande partie des génes suppresseurs de tumeurs permettent de réguler la
croissance cellulaire et leur prolifération. Parmi ces génes nous pouvons citer le géne codant
pour la protéine rétinoblastome Rb et celui codant pour la protéine P53 qui sont des protéines
centrales danslarégulation du cycle cellulaire (Laurent ; 2011).

- Potentiel prolifératif illimité: les cellules tumorales perdent la sénescence
réplicative grace a la surexpression de la télomérase qui empéche le raccourcissement des
chromosomes (Hanahan et Weinbergen, 2011).

- Echappement & |’apoptose: au niveau de la cellule tumorale les protéines
impliquées dans | e déclenchement de I’ apoptose sont réprimees, ¢ est le cas de la protéine pl4
(Hanahan et Weinbergen, 2000) ;

+ Activation de I’angiogenése : Les vaisseaux sont indispensables a la survie
des cellules pour leur apporter oxygéne et nutriments et évacuer |es déchets métaboliques et le
dioxyde de carbone. Durant la progression tumorale |’angiogenese est toujours active
permettant la croissance des néoplasmes; Respectivement, le VEGFA et la TSP1 sont les
acteurs les plus connus dans I’induction et I’inhibition de I’ angiogenése (Laurent ; 2011).

- L’'invasion et métastases: Pendant le développent de nombreux types de
cancer, les cellules de la tumeur primaire envahissent |es tissus adjacents et des sites distants.
Les mécanismes d'invasion et de migration des cellules tumorales se basent sur un processus
décrit pendant le développement embryonnaire chez de nombreuses especes et permet aux
cellules de migrer vers les organes en formation, il Sagit de la transition épithélio-
meésenchymateuse (EMT) (Laurent ; 2011).
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+ Dérégulation du métabolisme énergétique: les celules cancéreuses

augmentent |’ expression des génes codant pour les transporteurs du glucose, afin de maintenir
leur croissance et leur prolifération (Hanahan et Weinbergen, 2011).

- Susceptibilité importante aux dommages de I’ADN : les cdlules
cancéreuses ont une grande instabilité génomique favorisée par leur multiplication illimitée et
I’ altération des systémes de réparation des lésions de I'ADN (Hanahan et Weinbergen,
2012).

- Echappement au systéme immunitaire : la cellule cancéreuse échappe au
contrble exercé par le systeme immunitaire en secrétant notamment des facteurs
immunosuppresseurs ou en recrutant des cellules inflammatoires dotées d'une activité
Immunosuppressive (Hanahan et Weinbergen, 2011) ;

- Amplification du processus de la cancér ogénese due al’inflammation :

L’inflammation contribue a I’amplification du processus de la cancérogénése en
fournissant au microenvironnement tumoral des molécules hioactives telles que des facteurs

de croissance ou des facteurs pro-angiogéniques (Hanahan et Weinbergen, 2012).

[1-4- Tumeurscérébrales:

[1-4- 1- Définition

Une tumeur cérébrale est une excroissance, bégnine ou maligne a I'intérieur de
I”encéphale ou I’ ensemble de SNC. Elle provient d’ une reproduction anormalement rapide des
cellules gliales, de lamyéine ou des méninges (Godefroid, 2001).

IIs ont un comportement différent a celui des divers néoplasmes développés dans les
différents compartiments du corps : elles métastasent tres rarement vers les autres organes et
les symptdmes produits sont dus au développement local de la tumeur, ¢’ est pour cela qu’un
tissu néoplasique cérébral bénin ou malin est désigné sous le nom de «tumeur cérébrale» mais
pas «cancer du cerveau» (Bauman, 2007).

[1-4- 2- Les symptOmes:

L’ apparition de symptébmes peut étre soudaine ou progressive, selon la rapidité a
laquelle la tumeur se développe, la topographie (localisation), I’ ége du patient (Schvertzer et
al, 1989).Les symptomes | es plus souvent associés aux tumeurs cérébrales sont les suivantes :

= Hypertension intracranienne (HTIC).
= Céphalées.

= Nausées et vomissement.
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= Perte de conscience (Schvertzer et al, 1989).
= Aveuglement

» Maux de téte,

= Crise d épilepsie (Kal, 2002)

[1-4- 3- Classifications:
La classification peut étre réalisée en fonction de plusieurs paramétres. On retrouve les

classifications suivantes :

I1-4- 3-1 -Classifications selon I’ origine tissulaire::

= Tumeur cérébral primaire:

Les tumeurs cérébrales dites « primaire »sont celle qui se développe directement a partir
des cellules du cerveau et de son enveloppe ayant pour origine une tumeur située al’ intérieur
du créne .les tumeurs du cerveau se répartissent en gliales (50%) et non gliales (50%) (Janes,
2006).

= Tumeur cérébral secondaire:

Tumeur cérébral secondaire correspondent a des tumeurs de nature métastasique,
constituées de cellules provenant d’ un autre organe, e plus souvent des poumons (35%), des
seins (17%) et desreins (5%) (Jurg Hablutzel, 2009) (Janes, 2006)

[1-4-3-2 - Classifications selon |" organisation mondiale de la santé (OMS):
Les grades éablis par I'OMS permettent une classification des tumeurs en fonction de
leur malignité (LSCC, 2009).En se basant sur les différents critéres du diagnostiques

histologiques, ces tumeurs sont classéesen :

= Grade | : Correspond a des tumeurs a croissance lente et normalement bien
circonscrites, bien qu’ elles puissent envahir de grande région du cerveau.

= Grade Il : ce sont des récidives dotées d’' une croissance moyenne. Ce groupe est
représenté par les astrocytomes diffus de bas grade et |es oligodendrogliomes.

= Gradelll : ce sont malignes qui correspondent a des astrocytomes anaplasiques et
les oligodendrogliomes anaplasiques (Colle, 2011).

= GradelV : lestumeurs de ce grade peuvent contenir divers types de cellules qui se
multiplient et ont une forte tendance nécrosante spontanée (kleihues, 2000). Ce groupe est

notamment représenté par des gliobastomes multiformes.
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[1-5- Les marqueurstumoraux :

Les modifications des profils d expression cellulaires au cours du processus de
cancérogenése aboutissent a de nombreuses modifications de synthéses métaboliques,
entrainant la perte de certaines fonctions; ains qu’une production excessive de molécules
(protéines) synthétisées par le tissu a partir duquel s'est développé le cancer (William J,
2012).les substances qui sont déterminées dans ce processus se nomment : marqueurs

tumor aux (Novakovic ,2004).

[1-5-1- Définition :

Un marqueur tumoral (MT) est une substance secrétée par des cellules cancéreuses ou
par des tissus sains en réponse a la présence d’'une tumeur, ce paramétre moléculaire se
rencontre sur le tissu tumora ou dans les liquides biologiques tels que le sang et les urines
(Rigaud et al, 2002).

En mgjorité, les MT sont des proténes ou des glycoprotéines (CEA, CA 15-3, CA125,
CA19-9, APF), plus rarement des hormones (HCG, calcitonine) ou des enzymes (NSE, PSA)
(Zenhausern, 2011).lls peuvent étre exprimés dans différents cancers ou étre specifiques
d'une origine tissulaire précise (Mouhamed, 2010), comme le montre le tableau 1
(Zenhausern, 2011).

[1-5-2- Caractéristiques d’un marqueur tumoral :
L es caractéristiques les plus importantes d'un marqueur tumoral idéal sont :
o Une sensibilité: c’'est-a-dire exprimée par tous les cancers d’ un type histologique
défini (pas de faux négatif).
o Une spécificité: ¢’ est-a-dire n’ étre exprimé gu’ en présence de ce type de cancer (pas de
faux positif) (Thyss, 2011).

[1-5-3- L’ intéré des marqueurstumoraux :
L’intérét dans |a recherche des marqueurs se justifie a plus d’ un titre, ils permettent :
o Lediagnostic : si laprésence est éroitement liée a un type défini du cancer.
o Le pronostic : si son taux est corrélé au risque métastasique, a la réponse attendue au
traitement, al’ espérance de la survie.
o La surveillance: dans la détection des récidives ou des métastases S une

réaugmentation des taux est significativement associée a une reprise évolutive (Thyss, 2011).
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Tableau 1 : Utilisation clinique de quelques marqueurs tumoraux dans certaines types de

tumeurs (Zenhausern R, 2011).

Marqueur Non du marqueur Tumeur
Carcinome
Hépatocellulaire
AFP Alphafoeto-protéine
Tumeurs germinal
Antigene carcino- Cancer du colon
CEA
Embryonnaire Cancer du sein
CA 153 Cancer antigene 15.3 Cancer du sein
CA 125 Cancer antigene 125 Cancer del’ovaire
Cancer du pancréas
CA 199 Cancer antigéne 19.9
Cholangiocarcinome
hormone chorionique Tumeur germinal
HCG
gonadotrope Male hydatidiforme
Antigéne spécifique dela
PSA Cancer de la prostate
prostate
- Cancer médullaire de la
Calcitonine
thyroide
. Carcinome différencié de la
TG Thyroglobuline

thyroide
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[1-5-4- Classification :

Les marqueurs tumoraux sont divisés en deux groupes :

[1-5-4-1- les mar queur s de fonction :

Ils peuvent étre des hormones, des enzymes ou des composantes cellulaires(Lavner et al,
2000).0On site:

¢ HCG (Hormone Chronique Gonadotrope) :

C’est une glycoprotéine synthétisé par le placenta (Thyss, 2011), composée de 2 sous
unités aphaet béta. A cote de son élévation au cours de la grossesse, €lle peut étre augmentée
dans le s&rum au cours de tumeurs embryonnaires malignes d’'origine ovarienne ou
testiculaire, le taux de cette hormone est également élevé en cas de tumeur d origine
trophoblastique. Le dosage sérique de I'HCG a dans ces tumeurs une valeur diagnostique,

pronostique et dans la surveillance (Thyss, 2011).

¢ NSE (Neurone Spécifique Endolase) :

Est une enzyme glycolytique (Andrze prystupa, 2011) formée d'un dimere de deux
sous unités gamma (Pujol et al, 1998).C’ est un marqueur des proliférations neuro-endocrines
comme le neuroblastome, le cancer a cellules claires de la thyroide et surtout le cancer a

petites cellules du poumon ou il est élevé dans 70% des cas (Thyss, 2011).

el acytokératine:

Appartient & la famille des filaments intermédiaires, lors de la transformation
cancéreuse |’ expression des cytokératine augmente avec la conservation de méme profil. Ce
marqueur a une certaine valeur pronostique dans les cancers bronchiques et leurs

surveillances (Thyss, 2011).

[1-5-4-2- Lesmarqueursd’immunité:
Il existe deux types de marqueurs d’ immunité :
s Lesantigénestumoraux : CA19.9, CA125, CA15.3 ...ect
s Lesantigénes onco-feetaux : ACE, AFP (Legrand et al, 2008)

Parmi ces marqueurs, on retrouve :
e LeCA 15. 3 (Cancer antigene 15.3) :
Est une glycoproténe de haut poids moléculaire présente dans le globule de graisse du

lait maternel (J.F.Heron, 2003), largement utilisé comme marqueur tumoral pour les cancers

du sein (Mouhamed, 2010).C’ est un marqueur de suivi des malades au cours des traitements

(J.F.Heron, 2003).



Introduction

e ACE (Antigene Carcino- Embryonnaire) :

Est une glycoprotéine 200 kDaayant une demi-vie de 2 a 8 jours, retrouves dans le
tractus alimentaire, le foie et le pancréas du feetus entre le 2éme et le 6éme mois de la vie
intracutérine (J.F.Heron, 2003). L’ ACE est I'un des marqueurs les plus répandus et le plus
fréquent utilisé comme marqueurs dans les cancers gastro-intestinaux, du sein, de I’ovaire et
de la prostate et en particulier dans le cancer colorectale (Mouhamed, 2010)ou il a une utilité

pour le contréle du traitement et la détection des récidives (Zenhausern, 2011).

¢ AFP (AlphaFoeto-Proteine) :

C'est une al-globuline produite par le foie feetal, le tractus intestinal et le sac
vitellin, joue le méme réle que I'abumine chez I'adulte. Elle est tres augmentée au
cours du carcinome hépatocellulaire et les tumeurs testiculaires non séminomateuses
(tumeurs du sac vitellin). Sademi-vieest de5 a6 jours (J.F. Heron, 2003).

[1-5-5- Lesmarqueursdetumeurscérébrales:

% S100:

Sont des holoprotéines dimériques de 21 kDa, se composant d’une sous unité alpha et
une sous unité béta, secrétée pas les cellules astrocytaires et les cellules de la gaine de
Schwann (Benabdesslam et al, 2007).Elle est impliguée dans le contréle calcique des cellules
gliales (Raponi, 2005).

Cette protéine est peut étre appliguée comme margqueurs des patients atteint de
glioblastomes et d’ astrocytomes, sa concentration normale dans le sérum est en dessous de
0,3ng/ml (Radiol, 2004).

s Oligletolig?2:

Ce sont des facteurs de transcription (Ruth et al, 2008) exprimés par les progénitures
oligodendrocytaires a tous les stades de développement. lls pourraient servir comme
marqueurs des oligodendrogliomes (Richard, 2004).La surexpression de ces facteurs permet
de déterminer le développement des oligodendrogliomes et des glioblastomes dérives de cette
lignée (Richard Lu et al, 2001).

s GFAP (Proteine Gliale Fibrillaire acide) :

Est une protéine maeure de cytosquelette des cellules astrocytaires (Beaudeux JL,
2008). La surexpression de GFAP est significative au développement des astrocytomes
(Richard Lu et al, 2001).
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¢ VEGF (Facteur de Croissance de I’ Endothélium Vasculaire) :

Est une protéine dont le réle est de déclencher de nouveaux vaisseaux sanguins
(angiogenese), elle est impliquée dans le développement des cancers (Kerbel etal, 2008). La
surexpression de ce facteur est signalée dans le cas des tumeurs cérébrales (Wager et al,
2008).

s EGFR (Récepteur de Facteur de Croissance Epithédlia) :
Est un facteur de pronostic chez les patients plus &gés (> a 75ans) atteints d’ une tumeur
cérébrale (Wager et al., 2008)

I11- Lesliquides biologiques:

[11-1- Lesang:

Le sang est un liquide visqueux alcalin d'un pH de 7,35 a 7,45 et d une viscosité
comprise entre 4 et 6 a une température de 38°C (Balcells, 1998).11 est opague et sa couleur
varie en fonction de son oxygénation, son volume représente 8 % du poids du corps
(Bendjebla, 2004).

Si on centrifuge un échantillon de sang, les éléments figurés les plus lourds se déposent
au fond de I’ éprouvette et le plasma flotte a la surface (Marieb, 2008). Comme le montre la

figure ci-dessous :

Figure 8 : Composition du sang (Delabesse E, 2011)
La centrifugation est réalisée par leficoll qui permet de mieux séparer les trois phases du sang mentionné dans

I'image
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La mageure partie de la masse rougedtre accumulée au fond de |’ éprouvette est
composeée d’ érythrocytes ou globule rouge, dans lafonction est de transporter I’ oxygene. Une
couche leucocytaire, se forme a la surface de séparation des érythrocytes et du plasma et
constitue un des moyens de défense de I’ organisme. Les plaquettes qui interviennent dans la
coagulation (Marieb,2008).

Le plasma sanguin est un liquide clair, jaunétre.il est composé d’ environ :90% d’ eau, 8% des
protéines (albumine et globuline) et 2% de petites molécules: ion, glucose ,vitamine , hormone,
enzyme, urée, acide urique ,créatinine et d’ autres produits du métabolisme (Menche, 2006).

Parmi les protéines seriques on distingue essentiellement I’ albumine et les globulines de

différentstypes:

Figure 9 : Les principales proténes sériques (Goran, 2009).
Les principales protéines sériques sont I’ albumine et les globulines qui sont divisées en alpha 1 et 2, béta et

gamma, ces derniéres regroupent lesimmunoglobulines: 1gG, IgA, IgM, IgD et IgE.

La protéine la plus abondante du plasma est I’abumine avec une concentration
comprise entre 35 et 50 mg/ml (Dubois, 2008) et celle des globulines est entre 25 et 35 mg/ml
(Gorand, 2009). L"augmentation ou la diminution de ces concentrations sont a I’ origine des
problémes pathologiques (Verimli et al, 2000).

[11-2- Lesurines:

L’urine est un liquide biologique jaunétre secréter par le rein, son pH est |égérement
acide (Marieb, 2008). Il est composé de plus de 95% d'eau (Richert et al, 2011), les 5%
restants représentent les composés organiques: |I'urée, la créatinine, I’ acide uriques I’ acide
hippurique et I’urobilirubine (Aubron et al, 2012),et des solutés minéraux tels que le

chlorure, sodium, potassium, calcium, ammonium, phosphate et le sulfate (Ousalem et al,

2008).
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La concentration des protéines totaux dans les urines est de 0,06 g/l, Une augmentation

de cette concentration peut étre décelée dans la plus part des maladies rénal (Dénis et al ;
2006).

[11-3-Lafiltration du sang et la formation desurines:

[11-3-1- Lerein :

Le rein est un organe en forme d haricot (Marieb, 2008), situé en arriere de péritoine
(région rétro-péritonéale), sa structure est organisée en plusieurs milliers d unités
fonctionnelles appelées néphrons (klein, 2009). Un néphron est constitué d’une unité de
filtration, le glomérule, suivi par un tubule dans lequel s effectuent les remaniements de I’ urine
en cours de formation.Sur le plan anatomique le rein est divisé en 3 parties:
= Le cortex rénal
= La médulla rénal

= Pelvis rénal

[11-3-2- Lesfonctionsdu rein:

Le rein assure plusieurs fonctions essentielles pour I’ organisme :

e |l épure I'organisme de ces déchets endogénes (urée, ammoniague ...) Ou exogene
(médicaments, pesticides ...) (Klein, 2009).

e Récupérer les composants indispensables qui ont filtrés pour les retourner dans le sang
(Massé, 2011).

e Sécretion d’ érythropoiétine (EPO) (Massg, 2011) et de larénine (Klein, 2009).

e Assure I'équilibre de I'’eau et de nombreux ions (sodium, potassium, calcium ...) ce qui

permet |le contréle de pH et la pression sanguine (Klein, 2009).

[11.3.3. Laformation desurines:

Trois processus fondamentaux concourent a la formation de I'urine: la filtration
glomérulaire, laréabsorption et la sécrétion tubulaire (Joseph, 2000).

»La filtration glomérulaire: est un processus passif al’eau et aux solutés de faible
poids moléculaire et restriction sélective aux passage des molécules supérieur a 60 KDa, cette
filtration est assuré gréace a la barriére de filtration glomérulaire (BFG). Le filtra est formé
essentiellement du plasma sanguin dépourvu de protéines plasmatique (Klein; 2009)
(Marieb, 2008).
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= La réabsorption tubulaire: le filtrat quitte le glomérule pour passer dans le tubule
(Klein ; 2009), outre les déchets et les ions en exces doivent étre éiminé du sang. Le filtrat
contient un grand nombre de substances utiles (notamment de I’ eau, du glucose, des acides
aminés et desions) qui doivent étre réabsorbées et renvoyées dans le sang (Marieb, 2008).

»La séerétion tubulaire : des substances telles que les ions H+ et les ions k+ et |la

créatinine passent au filtrat en pour étre éliminées dans les urines (Marieb, 2008).

Toute modification de I’un ou de plusieurs de ces processus entraine |’ altération de la
fonction rénale, qui se traduit biologiqguement par |'apparition de protéines urinaires

normal ement absentes ou de protéines en concentration anormalement élevée (Bricon ,2002).
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Meéthodes d analyse protéiques
|- Lesméthodes colorimétriques:

|-1- la méthode de Bradford :
e Principe

La méthode de Bradford développée en 1976 est un dosage colorimétrique basé sur le
changement de I’ absorbance, se manifestant par le changement de la couleur du bleu de
Coomassie aprés liaison avec les protéines. C'est une méthode quantitative qui permet de

doser des protéines méme a |I'é&at de traces (faibles concentrations), €elle est relative et

nécessite de tracer une courbe d’ étalonnage (Bradfort, 1976).
e Lessolutionsutilisées:

Le dosage des protéines par la méthode de Bradford nécessite I’ utilisation de trois

solutions différentes :

1. Une solution de I’ échantillon dont on veut déterminer la concentration.

2. Une solution de concentration connue d'une protéine considérée comme une référence ou
un standard par rapport ala proténe dont on veut déterminer |a concentration. Cette protéine

deréférence peut étrela méme protéine que celle que I'on veut doser.

3. Leréactif de Bradford qui développe une coloration en réagissant avec des acides aminés
spécifiques de ces protéines. Le méme volume de cette solution est rajouté dans les mémes
conditions dans tous les tubes de la gamme étalon et auss dans les tubes contenant
I’ échantillon a doser (Pandey et Budhathoki, 2007).

La mesure de I'absorbance de la gamme éaon permet de tracer une droite qui
représente les valeurs de |” absorbance en fonction de la concentration et on obtient I’ équation
y=ax+fp y : absorbancex: concentration PB: coefficient de déviation (Pandey et
Budhathoki, 2007).
La détermination de la concentration de |’ échantillon consiste a mesurer son absorbance
et a calculer ensuite sa concentration en utilisant |’éguation obtenue lors de I'éaonnage
(Pandey et Budhathoki, 2007).

e Lasolution debleu de Coomassie:

Le bleu de Coomassie G 250 est un constituant du réactif de Bradford, ¢’ est un colorant
non specifique, il se lie avec toutes les protéines ayant un poids moléculaire supérieur a 3
KDa (spitz, 2006).

A |'état libre il se caractérise par une forme cationique, une couleur entre le rouge €t le
marron et |e spectre d’ absorbance maximal est entre 465 et 470 nm ; le colorant une foislié

2
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aux proténes, change sa forme cationique en une forme anionique, sa couleur devient bleu et
son absorbance est mesuré a 595 nm. La figure 21 ci- dessous représente la structure d’ une

molécule de bleu de Coomassie G 250 (Owusu-Apenten, 2002).

OC,Hg

Figure 10 : lastructure d’ une molécule du bleu de Coomassie
(Owusu-Apenten ; 2002).

Les molécules de ce réactif se lient fortement avec les résidus chargés positivement
(Arginine, Lysine et Histidine), par des liaisons ioniques entre les groupements chargés
positivement des acides aminés basiques et les groupements sulfonédtes chargés
négativement de bleu de Coomassie. Ce dernier se lie également avec les acides aminés
aromatiques (Phénylaanine, Tyrosine et Tryptophane) par des liaisons hydrophobes ou par
lesforces de Van Der Waals(Van Hold et al., 2006).

La méthode de Bradford est une méthode simple, rapide qui donne des résultats avec
une grandes sensibilité, en plus, elle nécessite un seul réactif et elle n’ est pas couteuse (L ott
et al. 1983).

Il existe aussi d’autres méthodes colorimétriques qui permettent la détermination de la

concentration en protéines, les plus courantes sont résumees dans le tableau ci-dessous :

5
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Tableau 2:

M éthode

Bradford

les plus courantes méthodes col orimétriques

Biuret

Lowry

Référence

Réactif

Groupements

réactifs

A mesure
Sensibilité

Rapidité et

complexité

Interférence

Variation
d'une
proténea

uneautre

Bradford, M. (1976) Anal.

Bidoche. 72, 248 - 256

Lebleu de
Coomassie (sadsorbe sur
le verre des cuves qu'il
faut nettoyer
fréguemment)

Réaction avec I'Arg et,
dans une moinde mesure,
avec I'His, laLyset les

acides aminés aromatiques

595 nm (bleu de
Coomassie seul : 465 nm)

Elevée (seuil = 1 ug)

Méthode simple et tres
rapide

Dosage peu influence par
la présence d'autres
mol écules sauf les
détergents et |es bases
fortes
Forte : laprotéine de
référence (I'albumine de
sérum bovin ou BSA,
"Bovine SerumAlbumin’)
est une
protéine globulaire peu
représentative de
I'ensembl e des protéines
La y-globuline, parfois
employée, est une protéine
qui est une meilleure
protéine de référence.

Gornall et a. (1949) J.
Biol. Chem. 177, 751

Le biuret (NH2-CO-
NH-CO-NHy)

Formation d'un
complexe pourpre avec
laliaison peptidique en
présence de cuivre a pH

basique

545 nm (ou 300 nm)

Faible (seuil = 100 pg)

Méthode simple et
moyennement rapide

Dosage influencé par
les autres solutés

Faible : laformation du
complexe est a peu pres
équival ente pour toutes
les protéines puisque le
biuret réagit avec la
liaison peptidique

|

Lowry et a. (1951) J.
Biol. Chem. 193, 251
Lebiuret et le réactif
de Folin-
Ciocalteu(phosphomo
lybdate et
phosphotungstate -
1927)
Leréactif de Folin-
Ciocalteu réagit avec
laTyr etle Trp «t,
dans une moinde
mesure, avec la Cys,
I'His et laliaison
peptidique
745 nm

Elevée (seuil = 1 ug)

Méthode
moyennement simple
et moyennement
rapide

Dosage fortement

influencé par les
autres solutés.

Forte
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II- Lesméthodesnon colorimétriques:
|1-1- L’ électrophorése:

Le terme « électrophorése » décrit la migration de particules chargées sous I’ influence
d un champ éectrique. Le préfixe « électro » fait référence al’ dectricité et la racine« phorese
» vient du grec phoros, qui signifie « porter d’un cété al’ autre » (Querci, 2005).La migration
d’ions chargés peut étre mobilisée soit par attraction, soit par répulsion. De maniére pratique,
la cathode et I’ anode sont placés dans une solution électrolytique. Dés |” application du champ
électrique, les cations (positifs) vont s orienter vers la cathode tandis que, les anions (négatifs)
seront attirés par I’anode. Les molécules neutres, en revanche ne seront attirées par aucunes
des électrodes (Vieillard, 2006).

e Principedel’ éectrophorése sur gel de polyacrylamide-SDS:

L’ électrophorese SDS-PAGE, repose sur la séparation de molécules chargées
dans un champ électriqgue. Une cuve a éectrophorese est reliée a deux bornes (une
cathode (-) et une anode (+) aimentées par un générateur électrique: les molécules
gue I'on intercale dans ce champ migreront, selon leur charge, vers le pdle complémentaire.
(Laemmli , 1970).

[Sod.ium dodecylsulfate (e

non pohaire (ydzophobe)

£. Jospord (2006)

Figurell : Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel éectrophoréses ou (SDS-
PAGE) (Laemmli; 1970)

|
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D’une maniere générale, le complexe acrylamide-bis-acrylamide forme un réseau
beaucoup plus réticul és, qui sont donc indiqués pour les molécules de masse moins éevées, la
réticulation de gel polyacrylamide se fait par polymeérisation d’ une solution d acrylamide qui
forme des chaines avec le bis-acrylamide qui lie ces derniéres entre elles (Camus, 2009) ; la

figure 12 montre la formation du complexe acrylamide-bis-acrylamide :

Figure 12 : Formules développées de |’ acrylamide et du bis-acrylamide
(Rodat, 2009)

En fonction de la taille des pores, on peut donc efficacement séparer des molécules
selon leurs masses moléculaires et adapter la réticulation du gel a I'échantillon traité en
choisissant la concentration du produit (voir tableau 3) :

Tableau 3 : Gamme de séparation des molécules en fonction de la concentration en
acrylamide (Camus, 2009).

Pourcentage Gamme de
d’acrylamide séparation en kDa
7,5 % 45-400
10% 22-300
12% 13-200
15% 25-100

=z
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Le gd est coulé, en deux éapes, entre des plaques de verre fixées (figure 13) sur un

support :

s La partie inférieure du gel, appelé "gel de migration” est celui au niveau duquel la
séparation va avoir lieu.

+¢ La partie supérieure du gel, dans lequel un peigne est enchassé pour former des puits, est
appelé "gel de concentration” (Gillet, 2007).

Apres polymérisation du gel, le peigne est retiré formant des puits. La taille et le
nombre de dents des peignes sont variables, ce qui permet de déposer des volumes alant de
20 pl a 200 pl d'échantillon de protéines a séparer. Les plaques de verre contenant le gel
polymérise sont placées dans une cuve d'éectrophorése. Le tampon conducteur (électrolytes)
est mis dans la cuve, et la migration des échantillons de protéines dénaturees seffectue sous
I'action d'un champ électrique a un voltage de 100 a 150 V(Gillet, 2007).

Figure 13 : lamise en place de I’ é ectrophorese (Gillet ; 2007)

L'électrophorése est arrétée lorsque le colorant approche de I'extrémité inférieure du gel
de migration. Les proténes fixés dans le gel sont révélées par une coloration de bleu de
Coomassie ou de nitrate d'argent pour obtenir enfin des différentes bandes pour chaque puits
(Gillet, 2007).

Il existe d autres types d' électrophoréses, classé selon le type du support utilisé, le tableau ci-

dessous résume ces différents types :

.
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Tableau 4 : les différentes types d’ é ectrophoreses (Camus,2009)

Type :
5 . o Domaine
d’éectrophorése  Montage Typedu Principede -
; . d’application
support Séparation
Electrophor ése o Acides aminés
. Papier filtre ou _ .
sur papier _ ) en fonction de leurs protéine ou
horizontal acétate de o
charges nucléotide
cellulose _
Peptide
Gel-filtration
(grosses molécules
ralenties par rapport
_ alx petites) Protéine
. . horizontal Agarose . -
Electrophorése Mobilités Antigénique
sur gel électrophorétique
des molécules
Protéine

Gel de Selon lacharge et le

vertical ) ) o
polyacrylamide  point moléculaire

e | esavantages:

Cette technique présente de multiples avantages tels que :

0 Laséparation de molécules multimériques entieres.

o Uneinterprétation délicate (Camus, 2009)

o Méthode simple et peu couteuse.

0 Applicableaux petites et grandes molécules (Chatti, 2010)

N

Acide nucléique
de petitetaille
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|1-2- La spectroscopie d’absorption infrarouge a transformée de Fourier
(IR-TF):

Le rayonnement infrarouge (IR) fut découvert en 1800 par Frédéric Wilhelm Hershel,
ces radiations sont situées entre la région du spectre visible et des ondes hertziennes. Le
domaine IR s’étend de 0.7 um a 50 pum. Il est arbitrairement divisé en trois catégories, le
proche IR (0.7 a 2.5 um), le moyen IR (2.5 a 25 pum) et le lointain IR (25 a 50 pum)
(Essendoubi, 2007).

ePrincipe:

Le spectre IR-TF d’une molécule donnée, est composé d' un ensemble des bandes
d absorption de liaisons atomiques ; le spectre d’ un échantillon biologique complexe est la
superposition des spectres de toutes ces molécules (aspect qualitatif) et en fonction de leurs
concentration (aspect quantitatif) (Petibois et al. 2000).

Lors de lavibration de la molécule, I’ espacement entre les charges et leurs répartitions
changent et dles interagissent avec le champ éectrique du rayonnement infrarouge
(Essendoubi, 2007).

Comme il est montré dans la figure 14 (Road, 2001)les spectres sont enregistrés a
I"aide d’un spectrométre IR-TF, il est constitué d’ une source lumineuse, un interférometre,
un porte échantillon, un détecteur et un convertisseur anal ogique numérique correspondant a
la transformée de Fourier ; I'interférométre est constitué d'un miroir fixe M1, un miroir

mobile M2 et une lame séparatrice S (Manca, 1999).

Figure 14 : Principe de la spectroscopie IR-TF (Road, 2001).

.
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La moitié du faisceau lumineux est transmise vers le miroir M1 et | autre moitié vers le
miroir M2, apres réflexion sur les deux miroirs, les deux parties du faisceau lumineux se
recombinent au niveau de la séparatrice et passe par |’ échantillon, certaines radiations sont
absorbées par ce dernier et les autres le traverse (figure 15); I'interférogramme qui
correspond au signal obtenu de la distribution spectrale de la source lumineuse et
I”absorbance de I'échantillon est recueilli et amplifié par le détecteur, le convertisseur
(transformée de Fourier) transforme le signal analogique (I’interférogramme) en un signal

numérique manipulable par le systeme informatique (figure 16) (Road, 2001).

Figure 15 : Le devenir des radiations IR émises (Road, 2001)
Une partie desradiations IR émises est absorbée par I’ échantillon et I’ autre le traverse ; le détecteur

recueille le signal d'absorption et d’ émission sous forme d’ un interférogramme.

Figure 16:Conversion d' interférogramme en spectre (Road, 2001)
Le signal obtenu ne peut pas étre inter prété sous forme d’ interférogramme, il est converti par la

transformée de Fourier en un spectre.

g
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e Lesavantagesde(IR-TF):

1. La vitesse : la plupart des mesures par spectroscopie IR-TF sont faites en quelques
secondes;;

2. La sensibilité : les détecteurs utilisés sont beaucoup plus sensibles, 1a sortie optique est
beaucoup plus haute qui a comme conséquence des niveaux plus bas de bruit, cette
sensibilité permet de détecter les plus petites molécules ;

3. La simplicité mécanique : le miroir mobile est la seule piéce sans interruption mobile
dans|’instrument c’est pour cela que la panne mécanique a une possibilité trés petite ;

4. L’instrument est intérieurement calibré (Road, 2001).

<
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Partie pratique et discussion
|- KPréparation des échantillons et des solutions:

|-1- Préparation des solutions:

« Solution de BSA (Albumine de Sérum Bovin) :

Dans un tube a essai, nous avons préparé 20 ml de la solution de BSA a une
concentration de 50 pg/ml.

* Réactif de Bradford :

La Préparation de réactif de Bradford nécessite I'utilisation du bleu de Coomassie
G250, de |’ éthanol (4%) et d’ acide phosphorique (10%). La solution obtenue aprés le mélange
de tous ces composés, est soumis a l’ agitation pendant 30 min dans |’ obscurité ; la figure 17

montre le réactif de Bradford obtenu

Figure 17: le réactif de Bradford préparé

|-2- Préparation des échantillons :

« Récupération des échantillons du sang et desurines:

Nous avons utilisé le sang et les urines de patients atteints des tumeurs cérébral es, ces
échantillons sont différents selon le sexe et I' &ge, |e tableau suivant résume Ces différents

patients :

-
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Tableau 5: &ge et sexe de chaque patient atteint de tumeurs cérébrales

Echantillons Age (ans) Sexe

H-38 38

H-11 11

F-11/03 11

H-38 SU 38

3
d
FSG 2ans et 3 mois 9
?
3

Remar que : Nous avons 5 échantillons du sang et 4 échantillons d’ urines.

« Centrifugation des échantillons:

1. Dusang:

Centrifugation des échantillons du sang(figur e 18) a une vitesse de 3000 g pendant 30
minutes et a4 °C et récupérerl e surnagent de chaque échantillon, en manipulant sous une
hotte aspirante a flux laminaire.

Figure 18 : les échantillons du sang utilisés
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2. lesurines:
Centrifugation des échantillons des urines (figur e 19) a une vitesse de 400 g pendant 10

minutes et a4°C, et nous avons récupére e surnageant de chaque échantillon.

Figure 19: les échantillons des urines utilisés

I1- La méthode de Bradford :
[1-1- La courbed’ étalonnage :

- La solution mére de BSA a une concentration de 50 pg/ml est utilisée pour préparer
cing solutions étalons contenant respectivement 0, 5, 10, 25 et 50 pg/ml de BSA dans des
tubes a hémolyse. Ces différentes solutions servent ala gamme étalon.

- L’addition du réactif de Bradford est effectuée pour chaque tube de BSA préparé
précédemment.

- La mesure de |’ absorbance des solutions étalons est réalisée dans des cuves par un
spectrophotométre a une longueur d’ onde de 596 nm, aprés incubation pendant 25 minutes a

I” obscurité. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau ci-dessous :

Tableau 6 : les absorbances de la gamme étalon mesurées a 596 nm

Concentrations 0 5 10 25 50
(Mg/ml)

A Absorbances 0 0,050 0,156 0,318 0,542
a596 nm

Absorbance du blanc : 0,466
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Suite a ces résultats nous avons tracé la courbe d’ étal onnage représentée dans la

figure 20suivante :

0,6
@

(4} 0,45
(&)

c
© @ absorbance
2 o3 )

@) —— vy =0,0113x
8 R2=0,9905
< 0,15

O, T T T T 1
0 13 25 38 50 63

Concentration(ug/ml)

Figure 20 : Résultats de la courbe d’ étalonnage.
L’ absorbances de la gamme étalon est mesurée a 596 nm apres |’ ajout de bleu de

coomassie aux solutions de la BSA et incubation pendant 25 minutes a I’ obscurité.

|1-2- L e dosage des protéines dans les échantillons du sang et des
urines:
1-Lesang:
- Dilution des échantillons mere en 1/2.

- Addition de la solution de Bradford aux échantillons dilués.

- Dans des cuves, nous avons introduit 50 ul de chaque échantillon du sang dilué + 1450 ul
du réactif de Bradford.

- Lamesure de |’ absorbance est réalisée parun spectrophotométre a 596 nm apres incubation
al’ obscurité pendant 25 minutes. Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau 7

suivant :
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Tableau 7 : L’ absorbance et la concentration de chague échantillon du sang.

A Absorbances Concentrationsdela
Echantillons 5% nm solution mere
(mg/ml)
H-38 1,803 319,11
H-11 1 176,98
F-11/03 1,645 291 15
FSG 1,743 308,49
H-38 SU 1,566 277,16
2-Lesurines:

Dilution des échantillons mere en 1/3.

Ajout de la solution de Bradford aux échantillons dilués.

Dans des cuves, nous avons introduit 50 ul de chague échantillon d’'urine dilué +
1450ul du réactif Bradford.

La mesure de I’ absorbance était réalisee par les mémes conditions de longueur d’ onde
et d’'incubation par rapport au sang. Les résultats de |’absorbance obtenus sont

représentés dans le tableau 8 suivant :

Tableau 8: L’ absorbance et la concentration de chagque échantillon d’ urines.

Echantillons = Absorbances a 596 Concentrationsdela
nm solution mére (mg/ml)
H-38 0,271 71,94
H-11 0,302 80,16
FSG 0,520 138,06
F-11/03 0,496 131,68
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L es résultats obtenu dans les tableaux 7 et 8 nous montre que :

- Les concentrations protéiques sanguines (CPS) et urinaire (CPU) de nos patients
possedent le méme profil ¢ est-a-dire, que I’augmentation des CPS est proportionnellement

relative al’ augmentation de CPU, et ceux-ci sont observée chez tous les patients.

- Les concentrations protéiques sanguines de nos patients varient entre (17,611 et
31,911 g/l), ces dernieres sont inférieurs que celles des sujets sains qui sont de 60 a 80 g/l ;
ces résultats nous permettent de classer les CPS en deux classes :

Classe 1 : unetres baisse CPS de patient H-11 (17,611 g/l) ;
Classe 2: une moyennediminution de CPS chez les maades H-38SU (27,716 d/l),
FSG (30,849 g/l), F-11/03 (29,115g/l) et H-38 (31,911 g/l).

-Tandis que les concentrations protéiques urinaires chez les mémes patients varient

entre (0,071 et 0,138 g/l) qui sont supérieurs a celles des sujets sains qui sont de 0,06 g/l. Ces

résultats nous permettent de grouper I’ augmentation anormale des CPU en deux niveaux :

-Groupe 1 : une légére augmentation CPU chez I’homme (H-38) de 38 ans qui atteint 0,071
g/l et celle de |’ enfant (H-11) de 11ans qui est de 0,080 g/l.
-Groupe 2 : une forte augmentation de CPU est observée chez lafille FSG de 27 mois et |a
femme F-11/03 de 38 ans dont elle atteint a2 0,138g/l et a2 0,136 g/l respectivement.

e Selon lestranchesdel’ age et de sexe:

L es concentrations proté ques sanguines et urinaires sont réparties dans le tableau

suivant selon leurs différents ages et sexes::

Tableau 9 : Tableau récapitulatif de I’ &ge, sexe et concentration protéique de chaque patient

Echantillons Sexe © Age  Concentrationsdes proténes (mg/ml)
(ans) Sang Urines
H-38 2 38 319,11 71,94
H-11 & 11 176,99 80,16
FSG 9 2ans et 291,15 138,06
3 mois
F-11/03 9 11 308,49 131,68
H-38SU 3 38 277,16 /

g
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e Selon I’age nousremarquons:

e Lespatientsde 11 ans:

Une baisse de la concentration des protéines dans le plasma est remarquable
notamment, le malade H-11 (17,699 g/l) en comparant avec la patiente F-11/03 (29,115 g/l) ;
Tandis que on observe une |égére augmentation de la concentration protéque urinaire chez le
malade H-11 (0,080 g/l) comparant a la forte augmentation de cette concentration chez la
patiente F-11/03 (0,131 g/l)

e Lespatientsde 38 ans:

Une moyenne diminution de la CPS observeé surtout chez le patient H-38 (31,911 g/l) en
comparant a celle du malade H-38SU (27,716 g/l) ; Tandis que la concentration protéique
urinaire est |égerement augmentée chez le patient H-38 (0,071 g/l).

e Lapatiente de 2ans et 3mois:

Une forte augmentation de a CPU observé, qui est de |’ordre de 0,138 g/l et une moyenne
diminution de CPS qui atteint 29,115 g/l chez ce bébé.

-Selon |e sexe nous observons :

e Lesfemmes:

Une moyenne diminution de la CPS chez les deux patientes FSG (30,849 g/l) et F-11/03
(29,115 g/l), et une forte augmentation de la CPU de la fille FSG (0,138 g/l) que celle de la
patiente F-11/03 (0,131 g/l).

e Leshommes:

Une forte diminution de CPS des deux patients H-38 (31,911 g/I) et H-11 (17,699 g/l) et
une moyenne diminution observé chez le maade H-38SU (27,716 g/l); tandis qu'on
remargue une légere augmentation de la CPU des patients H-38 (0,071 ¢g/l) et H-11
(0,080 g /).

D’une maniéere générale, I’ analyse de la concentration protéique plasmatique et urinaire par
la méthode colorimétrique de Bradford, nous permet de détecté une diminution de la
concentration protéique plasmatique et une augmentation de la concentration protéique
urinaire pour I’ensemble des patients. Toutefois, cette variation de concentration est de
différents niveaux, mais elle n'est liée ni au sexe ni a I’ age des patients. Cela suggere que
cette variation est peut étre lié aux différentes tumeurs cérébrales que les patients peuvent les

atteindre ou/et aux divers stades de développement des tumeurs.

.
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e L efacteur deconcentration sang/urines (SU) :

Le facteur de concentration sang/urines permet de nous renseigner sur la bonne ou la
mauvaise filtration glomérulaire au niveau du rein. En effet, la valeur élevée du facteur R/U
s explique par la bonne filtration glomérulaire et toute fois, la diminution de ce facteur se
traduit par le dysfonctionnement de cette filtration ; le tableau suivant montre le facteur S/U
calculé de chague patient :

Tableau 10 : lefacteur Sang/Urines calculé pour chaque patient.

Concentration des
protéines mg/ml
Echantillons e Urines Facteur S/'U
H-38 319,11 71,94 4,43
H-11 176,99 80,16 2,20
FSG 308,49 138,06 2,35
F-11/03 297,16 131,68 2,25

L e tableau ci-dessus montre que :

Le facteur S/U le plus élevé est observé au niveau de le patient H-38 (4,43), et ceci
indique que lameilleure filtration glomérulaire de nos patients existe chez ce malade ; comme
nous remarquons une moyenne vaeur chez lafemme FSG (2,35) suivi par la patiente F-11/03
(2,25) et enfin la faible valeur est observé chez I'homme H-11 (2,20). La diminution du
facteur S/U peut étre interpréter par le dysfonctionnement de la filtration glomérulaire et ainsi

|e fonctionnement rénale.
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Partie pratique et discussion
[I1- Laméthodedel’ électrophoreése:

Il sagit d'une éectrophorése monodimensionnelle en présence du Sodium Dodécyl-
Sulfate sur gel polyacrylamide selon la méthode de LAEMMLI (1970) modifiée par SINH et
al. (1991) et par AMIOUR et d. (2002).

[11-1- Préparation des échantillons:
- Les échantillons du sang et des urines centrifugés précédemment sont recueillis dans des

eppendorfs.

- En premier lieu : nous avons prépare pour chaque échantillons du sang et d’ urine une
solution contenant |’ échantillon + le tampon de dénaturation a des volumes de 50ul v/v dans
des eppendorfs (figure 21). Le tampon de dénaturation est composée de : solution a base de
SDS, un réducteur B-mercaptoéthanol et de bleu de bromophénol. Chacun de ces composés

exerce une action dénaturante précise :

* |eff mercaptoéthanol : composé qui exerce une action dénaturante sur les protéines
oligomériques en rompant les ponts disulfures ce qui désorganise leur structure

tridimensionnelle. Les sous unités des protéines sont donc dissociés.

* |le SDS (sodium dodécyl sulfate): capable de se fixer Sur la périphérie des chaines de
protéines tout en leur conférant une charge négative. Ains les proténes recouvertes par le
SDS auront donc toute une charge négative. Influencées ainsi par le SDS, elles migreront
donc toutes vers I'anode (+) :la charge réelle des protéines n’est donc plus mise en jeu et

donc seule leur masse moléculaire influencera leur migration. .

-En seconde lieu : le contenu préparé de chagque eppendorf est placé dans un bain

Marie a 95°C pendant 5 minutes.

Figure2l : les échantillons préparés pour I’ él ectrophorese

o
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[11-2- Préparation du gels, tampon de migration et solution de

coloration et de décoloration :

A- Préparation desgels:
Préparation de deux types de gels: un gd de séparation qui permet de fractionner les

différentes proténes selon leurs poids moléculaires et un gel de concentration permettant de

retenir lesimpuretés et de tasser les protéines.

Avant la préparation des gels on a procédé au montage des plaques, aprés les avoir
nettoyées al'éthanol puis, les placer I'une contre |'autre en les séparant avec deux éspaceurs.

. Legel de séparation :

Le gel de séparation est a 10%. Il est constitué d'acrylamide a 30% (p/v), de N-N'-
Méthylen-Bisacrylamide a 8% (p/v), de Tris HCL a pH=8.8, de SDS a 10% (p/v) et d'eau
distillée. Laréaction de polyacrylamide est catalysée par I'ammonium persulfate (APS) a 10%
(p/v) et le TEMED ; le tableaullrésume les constituants et les volumes prisent pour la
préparation de ce gel.

Tableau 11 : Composition chimique du gel de séparation

Gel de séparation 10%
dH20 1,9ml
15M TrispH 8.8 1,3ml
30% Acrylamide 1,7ml
10% SDS 50ul
10% APS 100ul
TEMED 10ul

e Lege deconcentration :

Le gel est préparé de la méme facon que le gel de séparation avec une seule différence
au niveau du TrisHCL qui aun pH de 6.8 (tableau 12).
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Tableau 12 : Composition chimique du gel de concentration

Gel de concentration a 5%
dH20 1,4mi
1M TrispH 6.8 250ul
30% Acrylamide 330ul
10% SDS 20ul
10% APS 50ul
TEMED 5ul

Remarque: |’ gout des catalyseurs APS et le TEMED s effectue juste au moment de coulage
des deux gels afin d’ éviter la polymeérisation instantanément.

B- Préparation du tampon de migration :
Le tampon de migration est préparé selon les composants mentionné dans le tableau

13puis soumis a une agitation :

Tableau 13: composition chimique du tampon de migration

Trisbase 7,569
Glycine 369
SDS 10% 40ml

H20 250ml

Remarque : le tampon de migration est 10 fois concentré

C- Solution de coloration et de décoloration :

- Solution de coloration :
La solution de coloration sert a mettre en évidence les bandes de protéines migrantes
pour les visualisés, cette solution est préparée en mélangeant les composés représenté dans le

tableaul4:
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Tableaul4: lacomposition chimique de la solution de coloration

M éthanol 45%

Acide acétique 10%

Eau distillé 45%

Bleu de Coomassie R 250 3g/l

« Lasolution de décoloration :
La solution de décoloration ou de lavage permet d’ éiminé |’ exces de protéines dans le
gel, dleest préparée par les composés suivant :

Tableaul5: lacomposition chimique de la solution de décoloration

M éthanal 20%
Acide acétique 10%
Eau distillé 70%

I11-3- Laréalisation del’ électrophorése:
Avant la préparation les gels on a procédé au montage des plagues, aprés les avoir
nettoyées al'éthanol puis, les placer I'une contre |'autre en les séparant avec deux éspaceurs.

» Le gd de séparation est coulé entre les deux plagues doucement pour ne pas produire de

bulles, jusgu'a un niveau délimité (environ 4 cm de I'encoche).

Quelgues gouttes d’isobutanol sont additionnées pour égaliser la surface du gel et au bout de
quelque minute ce dernier prend sa forme. L’ isobutanol est débarrasseé par un papier absorbant
et rinceral’ eau distillée.

» Le ge de concentration est ensuite coulé sur le gel de séparation et le peigne est posé
directement d’ une manieére bien centrée entre les plaques.

« Apres polymérisation du gel, tout e dispositif est placé dansla cuve d’ électrophorese, et la
remplir avec le tampon de migration jusgu’a la limite (max fil). le peigne est aors retiré
délicatement en formant les puits.

« A I’aide d une micropipette, le dépdt des échantillons préparés est effectué I’une apres

I” autre sur les puits formes.

@
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» Lacuve est fermée par le couvercle qui porte les électrodes raccordé a un générateur dans

les conditions de migration (150 V, durée de 120 min).

« Lavérification du bon fonctionnement de la migration se traduit par |’ apparition de fines

bulles al’intérieur de lacuve ,la figure22 résume la mise en place de |’ él ectrophorese :

Figure 22 : Lamise en place de I’ @ ectrophorése

o L'électrophorese est arrétée lorsgue le colorant atteint le front inférieur du gel, ce
dernier est récupéré dans un bac en plastique rempli de la solution de coloration pendant 45
minutes.

 Aprés la coloration, le gel est trempé dans lasolution de décoloration pendant 20 a 30
min avec de légeres agitations, et changer la solution trois fois; les résultats de migration

obtenu sont observés dans lafigure ci- dessous :

Figure 23 : le profil éectrophorétique des différents échantillons du sang et des urines

u
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Les protéines plasmatiques et urinaires des patients atteints des tumeurs cérébrales sont

migrées sur le gel polyacrylamide en présence de SDS. Au cours de cette migration, des

variations dans le profil protéiques sont notés pour chague patient dont on observe :

Dansles pistes sanguines :

v Piste F-11/03 : représente3 bandes dont, 2bandes qui se sui migrent versle milieu et 1 bande migre

un peu loin versle bas.

Piste H-38SU : posséde 4 banes dont, 2 migrent moins que les 2 autres qui ont migré plus que la
3eme bande de I’ échantillon F-11/03.

Piste FSG : montre la présence de 4 bandes, d' ou 2 bandes en haut migrent dans le méme niveau
que les 2 premiéres bandes des échantillons précédant, tandis que les 2 autres déplacent un peu loin

mais inférieur aux 2 derniéres bandes de la piste H-38SU.

Piste H-11: présente 4 bandes dont 2 bandes en haut migrent toujours a la méme ligne que les
échantillons de sang cités au part avant, et les 2 autres bandes migrent moins que celle de la piste
FSG.

Piste H-38: 5 bandes sont visibles, des quelles 2 sont au haut (méme niveau gue les pistes d’ avant)
et les 2 autre migrent moins gque celles de piste FSG, tandis que la cinguiéme bande migre plusloin

comparant avec toutes les pistes.

La comparaison de pistes sanguines nous permet démontré que : I’ échantillon H-38 qui

présente le nombre de bande le plus édevé (5) est I'échantillon le plus riche en protéines

sanguines. ; Puis les échantillons H-11, FSG et H-38SU qui représente 4 bandes ont un taux

moins élevé en proténes plasmatiques et ensuite I’ échantillon F-11/03 qui possede 3 bandes a

le taux le plus faible en protéines sanguines comparant aux échantillons précédant.

v

Danslespistesurinaires:

Piste F-11/03 : montre |la présence de 3 bandes ; dont 1 bande migre moins que les 2 autre
bandes.

Piste FSG : présente 2 bande qui migrent I’ une prés de |’ autre mais inférieur au bandes de
I’ échantillon urinaire F-11/03.

Piste H-11 : possede 1 seul bande qui migre a une distance moindre que les bandes de

I’ échantillon précédant.

Piste H-38 : représente 2 bandes migre I’ une suivant I’ autre, et cette migration et inferieur

par rapport atous les échantillons urinaires.

s




Partie pratique et discussion
L’ évaluation des quatre pistes urinaires prouve que : I’ échantillon F-11/03 qui présente

le nombre de bandes le plus élevé (3) est le plus riche en protéines urinaires ; suivant par les
échantillons FSG et H-38 qui représentent 2 bandes, ont un taux moins élevé, et en fin
I’ échantillon H-11 qui montre la présence d une seul bande et ceci se traduit par le taux le

plus faible en proténes urinaires.

En comparant les pistes protéiques et les pistes urinaires on remargue gque 2 les bandes
retrouvé dans le méme niveau chez les échantillons plasmatiques sont majoritairement absent
chez les échantillons urinaires a |’ exception de I’ échantillon  F-11/03 qui représente une seul
bande a ce niveau. Ainsi, que le nombre de bandes sanguines est plus élevé que celle des

urines, ce signifie que nous avons plus de protéines sanguines que de protéines urinaires.

La migration de protéines sanguines est prolongé assez lointaine comparant a celles des
urines qui ne migrent que pour une distance étroite et moindre. Ceci traduit par la différence
de la masse moléculaire d'ou le poids moléculaire de protéines urinaires est gquasiment
supérieur aux poids moléculaires de protéines sanguines chez nos patients.

Etant donné que la perméabilité dans le processus de filtration glomérulaire est
sélectives aux passages des molécules inférieurs a 60kDa cela nous permet de supposer
d aprés les résultats obtenus que probablement a cause d un dysfonctionnement dans la
filtration glomérulaire on retrouve dans les geles d’ électrophorese des échantillons des urines

des bandes pouvant correspondre a des protéines de haut poids moléculaire.
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IV- Laspectroscopie | R-TF :
- A partir des solutions meres d’ urines et du sang, nous avons préparé des concentrations de 5ug/ml.

- L’introduction des échantillons est effectuée al’ aide d’ une seringue.

- Nous avons déposé une a deux gouttes de chaque échantillon dans une fenétre de la cellule

acirculation (figure24) puislafermé par une deuxiéme fenétre al’ aide des vis.

Figure 24: lacellule acirculation

- Les plagues de la cellule a circulation est rincé avec de I'eau distillé et nettoyer par un papier

absorbant pour chaque échantillon
- Toute fois un échantillon est donc soumis aux rayons IR

Les résultats de la spectroscopie IF-TR obtenus sont représentés dans les figures suivantes :
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Figure 25 : leprofil detousles échantillons des urines




Partie pratique et discussion

Figure 26 : les profils de tous les échantillons du sang
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L es résultats de spectroscopie infrarouge infra rouge de nos patients montrent que :

- Dans les domaines d’ absorbance allant de 4000 & 3000 cm* nous observons que les
profils urinaires et sanguins des patients (F-11/03) et (H-38) présentent une intensité
d absorbance la plus élevé, suivi par les patients (H-11), (H-38SU) et (FSG) respectivement ;
ils possedent dans ces domaines les familles chimiques correspondant aux composés
acétyléniques, aux groupements OH libres et polymériques et ainsi les acides libres et liés.

- Dans les domaines d’ absorbance allant de 2400 & 2000 cm™ nous remarquons dans les
deux profils urinaires et sanguins I’ existence d’ un pic chez certaines patients et son absence
chez d’ autres ; le tableau ci-dessous résume la présence et |’ absence du pic (2400 a 2000 cm

1y qui nous permet de classé nos échantillons en groupes:

Tableau 16 : présence ou absence du pic (2400 42000 cmt) dans les profils du sang et

d’ urine de chague patient

Echantillons Urine Sang
H-38 + _
H-11 + _
FSG _ _

F-11/03 + +
H-38SU / +

% Groupe 1: le pic (2400 & 2000 cml) est présent dans les profils urinaires du patient
H-38 et H-11et absent dans les profils sanguins de ces derniers.

% Groupe 2: correspond a la patiente FSG, d’ ol le pic (2400 & 2000 cm™) est absent
dans ces deux profils urinaire et sanguin.

% Groupe 3: la femme F-11/03 présente le pic (2400 & 2000 cm™) dans son profil

urinaire et son profil sanguin.
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- Dans les domaines d’ absorbance alant de 1800 & 1400 cm™ nous remarquons que les

profils de tous les échantillons du sang ont le méme ordre d’intensité que dans les domaines
(4000 & 3000 cm™) qu'ils les précédent ; tandis que dans les profils de tous les échantillons
d urines nous observons que le profil du patient H-38 est absorbé avec une intensité supérieur
comparant aux domaines (4000 & 3000 cm?) et ceci & partir du domaine 3200 cm™. Les
domaines d absorbance (1800 a 1400 cm™) présentent des composés aromaticques et un

changement de conformation au niveau du groupement NH chez tous nos patients.

- Dans les domaines d’ absorbance de 800 & 600 cm™® nous remarquons I’ existence d’'un
pic dans les profils urinaires des patients (H-38), (H-11) et (F-11/03), et son absence chez la
patiente FSG ; par contre les profils sanguins de nos échantillons ne détectent pas ce pic.

- D’une vue générale nous observons que I'intensité d’ absorbance dans les profils de
tous les échantillons du sang est beaucoup plus élevé comparant a celle des urines, et ceci
indique que le taux des protéines plasmatiques et beaucoup plus élevé que celle des protéines

urinaires.

-



T

) (@
Conclusions et S

& perspectives
(;10 ol
s s E O



Conclusions et perspectives

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a enregistré 7,6 millions de déces par le
cancer a travers la planete en 2008, cela correspond a environ 13% de la mortalité
mondiale, ils représentent la deuxieme cause de déces par apres la maladie
cardiovasculaire (Société Canadienne du Cancer, 2011). En Europe la tumeur
cérébrale représente la 12eme place en termes de nouveaux cas dont 50% sont des
gliomes, 30% des méningiomes et les 20% d’autres tumeurs cérébrales (Halboub et al,

2012) (Idbaih, 2010).

Le sang et les urines sont les liquides biologiques les plus importants et les plus
abondants présents dans l'organisme ou les marqueurs tumoraux sont retrouvés soit
dans le sang soit dans les urines ou bien dans les deux fluides biologiques (Puyraimond,
2007).

Dans le cadre de nos études, le sang et les urines étaient collectées a I'admission
des patients atteints les tumeurs cérébrales au niveau de I'hopital, les cinq échantillons
pris sont de différents ages et sexes dont trois malades sont des hommes et les deux
restants sont des femmes, avec une prédominance de I'dge 11ans et 38 ans.

L’analyse effectué de nos échantillons par la méthode colorimétrique de Bradford
nous permet de remarqué une diminution de concentration protéique sanguins et une
augmentation protéique urinaires. Toutefois, cette variation est observé aux différents
classes, qui ne sont liée ni a 'age n’est au sexe des malades mais peut étre due aux
différents stades de I'évolution tumorale ou/ et aux type de celle-ci.

Une concentration élevée des protéines dans les urines (protéinurie) peut étre
décelée dans la plupart des maladies rénale et selon (Tietz; 1999) et (Young; 1997)
mentionnent que la protéinurie s’apparaitre notamment dans les insuffisances rénales
et les tumeurs rénales malignes. Comme, le taux élevé de la CPU peut étre liée a d’autres
maladies précisément la fievre, les saignements ainsi que le stress.

Le dysfonctionnement glomérulaire peu étre due a l'augmentation de la
perméabilité glomérulaire, a une réabsorption tubulaire élevée ou a une sécrétion

anormales des protéines dans les urines (Tietz; 1999) (Young ; 1997).

L’analyse électrophorétique nous renseigne sur l'aspect quantitatif ou les
protéines sanguines sont proportionnellement supérieures au taux de protéines

urinaires, et aussi nous informe sur le poids moléculaire de ces protéines dont on trouve

@
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que les protéines sanguines de nos patients ont un poids moléculaires inferieurs

comparant a celle des protéines urinaires.

L’électrophorese des protéines sériques et urinaires est un examen simple, réalisé
en routine qui permet de dépister et participe au suivi de nombreuses pathologies.

L’analyse de spectroscopie infrarouge permet de nous donner des aidés sur
I'aspect qualitatif des molécules. Toute fois nous avons observé les familles chimiques
constituantes pour chaque profil urinaire et plasmatique des patients; ainsi que, la
différence de I'intensité d’absorbance visualisé dans les graphes de chaque malade nous
récapitule I'aspect quantitatif des molécules d’ou les intensités les plus élevés nous
renseignent sur le taux protéique le plus élevé, c’est exactement le cas des protéines
plasmatiques remarqué dans les profils plasmatique, dont elles sont beaucoup plus
élevés comparant par celle des urines. Dans le cas ou le pic correspond a une chaine
polypeptidique primaire, cette derniere peut étre le résultat de la sécrétion d'une
protéine mal repliée ou bien issue du clivage de la totalité ou d’'un fragment de la partie
extracellulaire d’'une protéine exprimée a la surface des cellules tumorales (DeRycke et

Ghidouche, 2010) (Hoffmann, 2013)

Malgré I'apport de nos résulté, nous proposant de mettre en évidence l'utilisation
du liquide céphalorachidien pour mieux développer les connaissances concernant les

marqueurs tumoraux et évaluer leurs existences au niveau de ce fluide.
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Glossaire

Acide hippurique: est un dérivé d’ acides aminés congtitué d'un acide benzoique et de
glycine, il est connu surtout pour les tests urinaires. Sa clairance permet donc de

déterminer une insuffisance rénal glomérulaire et /ou tubulaire.

Acide urique: est un composé chimique résulte de la dégradation et de I’ excrétion
des purines (guanine et adénine).

Astrocytomes: tumeur qui se développe a partir des cellules gliales appelés
astrocytes. |ls peuvent apparaitre dans n’importe quelle zone du cerveau

Biopsie: c'est le prélévement chirurgical d un fragment de tissu ou d’ organe pour
but d éudier la nature et la structure du prélévement gréace a un évenement
microscopique ou une analyse biochimique.

Bénigne : non cancéreux. Une tumeur bénigne n’ est pas un cancer : elle se

dével oppe lentement, sans donner de métastases.

Chimiothérapie: I'usage de certaines substances chimiques pour traiter une
maladie.

Créatinine: est un produit de dégradation du phosphate de créatine dans le
muscle, celle-ci est liminé par |’ urine. Son évolution par les tests urinaires donne
une indication sur la capacité de lafiltration rénale.

Crise d’épilepsie: est une affection neurologique caractérisée par des décharges
excessive des neurones cérébrales, qui se traduit par des manifestations avec un
maximum d’intensité.

Diagnostic : démarche qui vise al’identification d’une maladie.

Geéne suppresseur : est un régulateur négatif de la prolifération cellulaire, son
absence d’ expression peut entrainer | apparition d’ une tumeur.

Gliome : catégorie de tumeurs du cerveau qui se développent a partir des cellules
gliales*. Il existe plusieurs types de gliomes qui sont: les astrocytome, les
glioblastome ,oligodendrogliome et épendymome.

Grade : degré d'agressivité (de malignité*) d’une tumeur. Le grade est déterminé apres
I’analyse d’'un échantillon de tumeur. C'est un élément central du diagnostic. Il permet de

prévair |’ évolution possible de latumeur et de proposer des traitements adaptés.
Holoprotéine: est un polypeptide constitué uniquement d acides amineés, par

opposition aux hétéroprotéines.



Liquide cérébro-spinal : liquide dans le quel baignent le cerveau et la moelle
épiniere, il est appelé aussi |e liquide céphal o-rachidien.

Meéninge : membrane qui entoure le cerveau et |lamoelle épiniére.

Méningiome : tumeur le plus souvent bénigne, qui se développe a partir des
meéninges. Un méningiome peut étre localisé n’importe ou autour du cerveau et de
lamoelle épiniéere.

Métastase: tumeur maligne due a la dissémination de cellules cancéreuses
provenant d’ un premier cancer.

Nécrose: est une forme de dégradation cellulaire qui méne a la mort prémature et
non programmeé des cellules dans un tissu vivant.

Oligodendrogliome: tumeur qui se développe a partir des gliocytes des cellules
gliales

Plexus choroide : forme des structures des parois, des ventricules du cerveau ou le
liquide cérébro-spinal est secrété.

Pronostique: appréciation par le médecin d'une maladie et de son issue en se
référant 41’ éat propre du patient.

Radiothérapie: traitement du cancer par des rayons qui détruisent les cellules
cancéreuses ou stoppent leur dével oppement.

Récidive : réapparition de cellules cancéreuses, au méme endroit ou dans une autre
région du corps.

Rénine: est une enzyme secrété par le rein, située pres des glomérules, dle
contréle lapression artérielle.

Rétinoblastome: est une tumeur maligne de la rétine dorigine génétique,
apparaissant habituellement avant I’ &ge de 5ans. Empéche la vision et se traduit par
un reflet blanchétre de la pupille

Sarcome: est une tumeur maligne qui se forme au dépend de tissu conjonctif ou

des tissus qui en dérivent, comme le tissu musculaire, I'os ...
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Annexe (1) : le spectre d’absorbance du blanc (réactif de Bradford)
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Annexe (2) : le spectre d’absorbance de I'échantillon H-38
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Annexe (3) : le spectre d’absorbance du blanc plus I'échantillon H-38
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Annexe (4) : le profil sanguin et urinaire de F-11/03
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Annexe (5) : le profil sanguin et urinaire de I’échantillon FSG
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Annexe (6) : le profil sanguin et urinaire de I’échantillon H-11
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Annexe (7) : le profil sanguin et urinaire de I'échantillon H-38
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Résumeé :

Selon 'organisation mondiale de la santé, le cancer est 'une des premiéres causes de
mortalité dans le monde, car les pathologies cancéreuses sont a I'origine de 8,1 millions de
déces en 2012, soit environ 13% de la mortalité mondiale, un chiffre qui pourrait atteindre
13,1 millions en 2030, ou l'incidence de la tumeur cérébrale représente 8 nouveau cas pour
100 000 habitants et par an. Afin de promouvoir I'intérét des marqueurs tumoraux dans le
suivi des cancers pour évaluer l'efficacité thérapeutique des traitements et les récidives
précises. Le dosage des protéines dans les liquides biologique (sang et urines) par méthode
colorimétrique (Bradford) et non colorimétriques (IR-TF, électrophorese) des patients
atteints les des tumeurs cérébrales permet d’obtenir des résultats quantitatif et qualitatifs
sur les protéines présentent dans ces fluides. On estimant que les protéines retrouvées dans
le sang et les urines sont des marqueurs tumoraux, on suggere que ces derniers peuvent

servir a I'identification de nouveaux marqueurs.

Mots clé : Cancer, tumeur cérébrale, marqueurs tumoraux, dosage, liquides
biologiques, Bradford, IR-TF, électrophorese

Abstract:

According to the World Health Organization, cancer is a leading cause of mortality in
the world, because cancer diseases are the cause of 8.1 million deaths in 2012,
representing around 13% of world mortality, these statistics could reach 13,1 million in
2030, and the incidence of the brain tumors represents 8 new cases for 100 000 people
per year. In order to promote the advantage of molecular signatures or tumor markers in
the follow-up of cancers to evaluate the therapeutic effectiveness of the treatments. The
mesuring protein level in blood and urine by colorimetric (Bradford) and n oncolorimetric
(IRTF, electrophoresis) method of the patients diagnosed with brain tumors makes it
possible to obtain quantitative and qualitative results on proteins present in these fluids.
Estimating that the proteins found in blood and the urines are tumoral markers, it is

suggested that the latter can be used for the identification of new markers.

Keywords: Cancer, brain tumors, tumor markers, blood, urines, Bradford, IRTF,
electrophoresis.
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